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1 UVOD           
Vsak organizem ima mnogo različnih mehanizmov za zaščito esencialnih celičnih delov in 
procesov, ki so ţivljenjskega pomena. Vse to posredno oblikuje vsakega posameznika kot 
unikatno umetnino.  
 
Telomere imajo pri tem ključno vlogo, saj zagotavljajo zaščito za naš genetski zapis, da le-ta 
ostane ohranjen in čim dlje zagotavlja optimalno delovanje organizma. Vendar imajo tudi 
telomere mejo, po kateri preidejo celice v fazo odmiranja, kar vodi v staranje celotnega 
organizma in pojav bolezenskih stanj.  
 
Z razvojem genskega inţeniringa pa so raziskovalci našli nekaj potencialno učinkovitih 
načinov, ki bi pripomogli k daljši ohranitvi ali celo podaljševanju teh ključnih delov 
kromosomov. S tem bi lahko dosegli daljši ţivljenjski ciklus posameznika, ter zakasnitev 
staranja in pojava nekaterih bolezni. 
2 TELOMERE        
Genetski material zbran v molekulo DNA je ključnega pomena za izraţanje proteinov, ki 
povezujejo reakcije v organizmu in mehanizme v navidezno popolno delujoče konstrukte. 
Telomere imajo ključno vlogo pri ohranjanju informacij v genomu. Telomere so kompleksi 
DNA in proteinov, ki se nahajajo na samih koncih kromosomov. Njihova naloga je predvsem 
zaščita genoma pred poškodbami, kot so  razgradnje, interkromoskomske fuzije ali 
nepotrebne rekombinacije (Shammas, 2011), prav tako pa tudi pred prepoznavanjem lastne 
DNA kot tujo ali poškodovano. Hkrati pa imajo tudi druge vloge: sodelujejo v uravnavanju 
genske ekspresije, pripomorejo k funkcionalni organizaciji kromosomov znotraj celičnega 
jedra ter določajo ţivljenjsko dobo celic in vstop le-teh v senescenčno obdobje (Cong in sod., 
2002).   
 
Telomerna DNA je povezana s telomernimi proteini v kroţno strukturo. V skupnem 
delovanju z mediatorjem TRF2 (protein, ki ima prav tako glavno vlogo pri ohranjanju telomer 
in ščiti pred zlepljanjem kromosomskih koncev) ima vlogo zaščite kromosoma. Hkrati pa 
potencialno lahko pripravi telomerazno sintezo DNA z uporabo mehanizma podobnega 
zapolnjevanju mest (angl. gap filling) in homologni rekombinaciji (Shammas, 2011). 
 
V somatskih celicah se z vsako delitvijo telomere progresivno krajšajo, saj nimajo zmoţnosti 
regeneracije. Zato pravimo, da imajo vlogo kazalcev na biološki uri, ki odmerjajo naravno 
ţivljenjsko dobo celicam in nenazadnje posameznemu organizmu. Znanstvenika Watson in 
Olovnikov sta leta 1972 neodvisno postavila hipotezo, da z vsako delitvijo celica izgubi del 
telomeraznega konca. Skladno s to hipotezo je bilo kasnejše opazovanje celic in vitro, kjer so 
potrdili omejeno zmoţnost celične delitve sesalskih somatskih celic doseţejo limitno število 
delitev v ţivljenjskem ciklu. Maksimalno število delitev ali Hayflickova limita je meja, po 
kateri celica vstopi v senescenco ali celično smrt (Cong in sod., 2002). Ko celica doseţe 
omenjeno mejo, se zaradi kritično kratkih telomer sproţi zaustavitev rasti celice in le-ta vstopi 
v fazo smrtnosti M1 (angl. mortality stage 1). Nekatere celice pa vseeno ubeţijo replikativni 
senescenci. Te celice običajno vklopijo gen p53 in se posledično delijo še naprej. Sledi še 
večja izguba telomernih koncev kromosomov in celice vstopijo v fazo smrtnosti M2 (angl. 
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mortaity stage 2), ki predstavlja drugo proliferativno blokado. Posledica za take celice je 
obseţna celična smrt, ki se izvrši zaradi prekratkih teolomernih delov.  Lahko pa se zgodi, da 
s pomočjo reaktivacije telomeraz celice doseţejo neomejen proliferativni potencial in 
postanejo nesmrtne. To je značilnost nesmrtnih in rakavih celičnih linij (Cong in sod., 2002). 
 
 
Slika 1: Telomera. Naši kromosomi se končajo s ponavljajočimi konci ohranjenih 'TTAGGG' sekvenc. Te 
sekvence komunicirajo s specifičnimi proteini in z njimi oblikujejo zanko, ki ščiti kromosomsko DNA pred 
degradacijo. Dolţina telomerne DNA se krajša z vsako celi celično delitvijo in ko doseţe kritično mejo, vstopi v 
senescenco ali apoptozo oz. celično smrt. Dolţina telomerne DNA določa ţivljenjsko dobo celice v kulturi 
(Shammas, 2011). 
3 SENESCENCA 
Ko omenimo staranje, se pri večini posameznikov izraz v trenutku navzame negativnega 
prizvoka. V današnji druţbi večina stremi k mladosti, gladki in nezgubani koţi in energijskim 
vrhuncem. Osredotočamo se predvsem na zunanji izgled, vendar se večina ne zaveda, da je 
izgled zgolj posledica procesov, ki se dogajajo na celičnem nivoju. Bistvo starostnega 
koncepta je veliko globje od nivoja naše koţe. V tem procesu se najprej dogajajo 
makromolekulske spremembe (kromosomske, proteinske itd.), ki nato vodijo v razne 
starostne bolezni in nadloge. 
 
Kaj pravzaprav je staranje? To je naraven in neizbeţen proces,ki ga sčasoma dočakamo vsi in 
postopno vodi v smrt organizma. Staranje je okarakterizirano kot postopen funkcionalni 
zaton. Pri sesalcih se staranje pojavi s progresivnim poslabšanjem stanja tkiva, ki na koncu 
vodi v njihovo nefunkcionalnost. Posledično je staranje dejavnik tveganja za mnoge bolezni, 
ki začnejo organizem pestiti skozi čas (kardiovaskularne bolezni, demenca, osteoporoza, 
osteoartritis, rak, diabetes tipa 2  itd.) (McHugh in Gil, 2018). 
 
Senescenca ima pomembno vlogo za normalen razvoj organizma, vzdrţuje homeostazo tkiva 
in omejuje oz. preprečuje razvoj tumorjev. Tumor je neoplazma ali novotvorba, ki predstavlja 
gmoto celic – lahko je maligna ali pa ne. Kljub številnim pozitivnim in za razvoj pomembnim 
dejavnikom, ki so posledica zaključka celičnega cikla in vstopa v senescenco, pa senescenca 
prinese tudi bolezni povezane s progresivnim staranjem organizma (McHugh in Gil, 2018). 
 
Preko različnih študij so identificirali določene markerje staranja in s tem uspeli zakasniti 
določene bolezni. Markerji staranja se delijo na tri skupine: (1) primarne, ki so razlog za 
poškodbe povezane s staranjem (npr., genska nestabilnost, obraba telomer); (2) 
antagonistične, ki predstavljajo odziv na poškodbe; (3) integrativne, ki predstavljajo končne 
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posledice vseh odzivov na poškodbe in ostale krivce za starostni fenotip. Eden najvidnejših 
markerjev staranja je lizosomski encim β-D-galaktozidaza (β-gal), ki katalizira hidrolizo 
galaktoznih ostankov v glikoproteinih, glikolipidih in proteoglikanih. V primeru poskusov z 
endotelnimi človeškimi celicami so ugotovili, da je obarvanje s tem proteinom po 14. pasaţi 
delitve celične kulture najopaznejše. Telomerazna aktivnost je bila v primeru teh kultur do 14. 
pasaţe še vidna, vendar se je upad le-te jasno pokazal po tem mejniku (McHugh in Gil, 2018). 
 
Senescenca je tesno povezana s primarnimi markerji staranja. Prav tako pa vpliva na 
integrativne markerje. Dober primer vpliva senescence na slednje vidimo npr. pri 
hematopoietičnih matičnih celicah (HSCs), katerih naloga je obnavljanje krvnega sistema. 
Ker se s staranjem zaloga matičnih celic vidno zmanjšuje, se funkcionalnost  in kapaciteta za 
obnavljanje s HSCs vidno zmanjšuje. Posledično prihaja do propadanja oz. slabšanja kvalitete 
tkiva. Zato je v primeru odvzema tkiva iz starejše osebe s takimi lastnostmi uspešnost 
transplantacije občutno manjša. Hkrati je s tem opazna povezava z: (1) povečanim številom 
senescenčnih celic HSCs; (2) zmanjšano imunostjo; (3) zmanjšanim številom naivnih celic B 
in T ; (4) zmanjšana aktivnost celic naravnih ubijalk (NK). Prav tako pa staranje organizma 
vpliva na mnoge druge celične sisteme (npr. matične celice ţivčevja (NSCs)). Večino tkiv s 
staranjem doleti progresivno zmanjšanje zmoţnosti samoregeneracije v korelaciji z večanjem 
števila senescenčnih markerjev. Pomemben znak staranja je tudi spremenjena znotrajcelična 
komunikacija, ki privede do resnih komplikacij pri mnogih boleznih (McHugh in Gil, 2018). 
 
3.1 KORELACIJA KRAJŠANJA TELOMER IN STARANJA 
Normalno diploidne celice izgubljajo dolţino telomer z vsako delitvijo in posledično to 
pomeni, da je ţivljenjska doba omejena. Človeške celice izgubijo 55bp telomerne DNA na 
leto. Ekspresija biomarkerjev telomernih nepravilnosti in poškodb DNA v človeških celicah 
se poveča s starostjo in z boleznimi, ki so s slednjo tesno povezane. Medtem, ko je telomerna 
dolţina obratno sorazmerna s staranjem, pa se izraţanje p16 s staranjem povečuje (Shammas, 
2011). p16 je gen, ki zavira nastanek tumorjev z inhibiranjem od ciklinov odvisnih kinaz 
(ang. cyclin-dependent kinase) in upočasni celični cikel z inhibiranjem prehoda celice iz faze 
G1 v S fazo (Rayess in sod., 2012). 
4 TELOMERAZE 
Za obnavljanje telomernih delov kromosomov so odgovorne telomeraze, ki so od RNA-
odvisne DNA polimeraze. V samem bistvu predstavljajo molekularno osnovo neomejenega 
proliferacijskega potenciala za deleče celice. So regenerator telomer in se nahajajo v mnogih 
celičnih tipih, vključno z matičnimi in progenitornimi celicami. Kljub temu pa se telomere 
preko ţivljenja še vedno krajšajo v večini tkiv (Cong in sod., 2002). 
 
Prvič so bile odkrite leta 1985 v organizmu Tetrahymena thermophila. Po kasnejših 
opazovanjih so znanstveniki odkrili, da v večini humanih somatskih celicah ni telomerazne 
aktivnosti, po drugi strani pa je prisotna v 90 % rakavih celičnih vrstah in in vitro nesmrtnih 
celičnih kulturah.  
 
Kirn N. Dejavniki z vplivom na upočasnjevanje krajšanja telomer med straranjem. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
4 
 
Telomeraze so sestavljene iz dveh bistvenih komponent. Prva je funkcionalna RNA (hTERC), 
ki predstavlja šablono sinteze telomerne DNA. Ta komponenta se visoko izraţa v vseh tkivih, 
ne glede na to, ali je hkrati prisotna tudi telomerazna aktivnost. Druga komponenta je 
katalitični protein (hTERT), ki ima vlogo reverzne transkriptaze. hTERT je v nasprotju s 
hTERC pogosteje povezan s telomerazno aktivnostjo v celici in ga v posamezni celici 
najdemo le v od 1 – 5 kopijah. Prav tako se v somatskih celicah pogosteje pojavlja represija 
hTERT, po drugi strani pa se v večjem številu pojavlja v nesmrtnih celičnih linijah. Tako so 
ugotovili, da je hTERT ključna podenota encima telomeraze, od katere je odvisna celična 
telomerazna aktivnost (Cong in sod., 2002). 
  
Po drugi strani pa ima aktivacija telomeraze v celicah ali njena nezadostna represija negativne 
posledice v organizmu. Telomeraze lahko vzpostavijo kooperativno delovanje z onkogeni ali 
inaktivirajo delovanje genov, ki zavirajo nastanek tumorjev, kar lahko posledično vodi v 
tumorske spremembe normalnih humanih epitelnih celic in fibroblastov (Cong in sod., 2002) 
Zaključimo lahko, da je vloga telomeraz v celičnem staranju in tumorigenezi ključnega 
pomena.  
4.1 REGULACIJA TELOMERAZNE AKTIVNOSTI 
Regulacija telomerazne aktivnosti se dogaja na različnih nivojih. Telomeraze so aktivne pod 
določenimi pogoji med homeostazo in razvojem tkiva. Poleg tega je regulirana tudi preko 
diferenciacije, izven- in znotraj celičnih signalov (npr. UV iradiacija,    IFN-α in estrogen). V 
telomerazi je zgolj komponenta hTERT tista, ki je omejujoča determinanta, medtem ko so 
ostale komponente vsepovsod prisotne. Posledično je ravno izraţanje hTERT marker za 
iniciacijo rakavih procesov. Reaktivira se v procesu nesmrtnosti celic, v normalnih celicah pa 
je prepisovanje tega gena represirano. Aktivacija izraţanja hTERT je ključen korak za 
ponovno aktivacijo telomeraze v celicah (Cong in sod., 2002). 
5 DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA KRAJŠANJE TELOMER 
5.1 VPLIV ŢIVLJENJSKEGA SLOGA IN PREHRANE NA DOLŢINO TELOMER 
Pri večini bolezni, ki so povezane s staranjem, je oksidativni stres med glavnimi dejavniki, ki 
povzročajo kronična vnetja v organizmu, ter vpliva na obrabo telomer. Ţivljenski slog in 
dejavniki, kot so kajenje, prehrana, telesna aktivnost itd., opazno vplivajo na vnetne procese, 
ki se pojavijo kot rezultat oksidativnega stresa (Freitas-Simoes in sod., 2016). 
Predvidevajo, da je kajenje pri posameznikih povezano s hitrejšim krajšanjem telomer v 
primerjavi z nekadilci, čeprav po raziskavah še ni rezultatov, ki bi lahko dokazano povezali 
kajenje s krajšanjem telomer v časovnem intervalu 10 let. Prav tako predvidevajo, da sta 
pomanjkanje fizične aktivnosti in debelost povezana s krajšimi telomerami v primerjavi z 
ljudmi, ki ţivijo aktivni ţivljenjski slog. A tudi te povezave so trenutno še slabo dokazane 
glede na trenutne epidemiološke raziskave (Freitas-Simoes in sod., 2016). 
 
Vedno več je dokazov iz rezultatov eksperimentov na glodavcih in primatih o pozitivnih 
vplivih zmanjšanja energijskega vnosa v zgodnjem ţivljenju na zmanjšanje poškodb DNA , 
zaradi upočasnitve metabolizma in mitohondrijske aktivnosti in posledično daljšo ţivljenjsko 
dobo. Raziskave na tem področju so še nove, zato še ni trdnih pozitivnih ali negativnih 
Kirn N. Dejavniki z vplivom na upočasnjevanje krajšanja telomer med straranjem. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
 
5 
 
dokazov. So pa odkrili grobe povezave med omejevanjem kaloričnega vnosa in biološkim 
staranjem na mišjih modelih. Omejevanje vnosa energije (40 %) je imelo pozitiven vpliv na 
krajšanje telomer v različnih tkivih mišjih modelov, kar je vplivalo tudi na zakasnitev pojava 
bolezni, ki so povezane s staranjem. A rezultati poskusnih modelov niso znatno boljši od 
kontrolnih, kar bi dokazovalo učinek na podaljšano ţivljenjsko dobo (Freitas-Simoes in sod., 
2016).  
 
Pojavljajo se predvidevanja, da uţivanje antioksidantov in hrane, ki le-te vsebuje, lahko 
nasprotujejo obrabi telomer. Študija iz Italije (Marcon in sod., 2012) je pokazala pomembno 
direktno povezavo med daljšimi telomernimi konci in vnosom antioksidantov – v tem primeru 
β-karotena. Analize posameznikov, ki so v določenem času v dieti povečali vnos β-karotena, 
folne kisline, magnezija in vitaminov A, E in C, so prav tako pokazale povezave med 
spremenjeno dieto in daljšimi telomernimi konci. Enaki rezultati so bili v analizah ţensk, ki 
so povečale vnos multivitaminov in moških, ki so povečali vnos luteina, zeaksantina in 
vitamina C (Freitas-Simoes in sod., 2016). 
 
Eden glavnih vplivov na pojav zgodnjega staranja, bolestnosti in smrtnosti  v druţbi  je 
alkohol. Rezultati študije v Italiji (Pavanello in sod., 2011) so v primerjavi z osebki, ki 
občasno konzumirajo alkohol, pokazali zmanjšanje telomerne dolţine v povezavi s 
povečanjem konzumiranja alkohola, ter skoraj prepolovljeno dolţino telomer pri osebnkih, ki 
so alkohol prekomerno uţivali oz. uţivanje alkohola zlorabljali (Freitas-Simoes in sod., 
2016). 
 
Po drugi strani pa obstajajo številni dokazi, ki kaţejo na pozitivne učinke zmernega uţivanja 
alkohola na kardiovaskulatne bolezni in druge vzroke smrtnosti. V študiji o vplivu alkohola in 
različnih alkoholnih pijač v populaciji na območju Mediterana (Marcon in sod., 2012), za 
katero je značilno zmerno a redno uţivanje rdečega vina in piva (oba vsebujeta polifenol za 
katerega domnevajo, da ima pozitivne učinke na dolţino telomer), ni bilo zaznano 
pomembnih negativnih vplivov alkohola na dolţino telomer. Nasprotno se je na modelnih 
podganah pokazal pozitiven vpliv uţivanja rdečega vina  ali resveratrola (polifenol) na 
vzdrţevanje telomerne dolţine v celicah aorte, v primerjavi z normalno hranjenimi 
podganami (Freitas-Simoes in sod., 2016). 
5.2 VPLIV STRESA NA DOLŢINO TELOMER 
Stres je v današnji druţbi eden največjih kritičnih faktorjev, ki vplivajo na splošno zdravje 
posameznikov. Vplivi stresa izhajajo ţe iz zgodnjega otroštva in se prenesejo z vzorci na 
kasnejše ţivljenje in delovanje posameznikov. Prihaja do novih dokazov, da je krajšanje 
telomer potencialni mehanizem za kronični prenos stresa preko celotnega ţivljenjske dobe. V 
študijah, ki so potekale zadnja leta, so odkrili povezave med travmami v otroštvu in krajšo 
telomerno dolţino. Glede na dokaze iz raziskav, se vplivi stresa seštevajo in posledično 
predvidevajo, da lahko ob stalni izpostavljenosti nasilju in stresu v otroštvu pride do 
pospešene telomerne obrabe. Samo otroci, ki so bili izpostavljeni večim vrstam nasilja in 
zlorabe, so izraţali pomembno večjo obrabo telomer v epitelnih celicah ustne votline. Stres v 
zgodnjem otroštvu lahko privede do dolgoročnih poškodb pri posameznikih, kot je povečan 
potencial za vnetne procese (več vnetnih markerjev), prav tako pa ob stresnih situacijah pri 
otrocih prihaja do povečanega sproščanja kortizola, ki je prav tako povezan z negativnim 
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delovanjem na telomerazno aktivnost v limfocitih, hkrati pa povečuje oksidativen stres, kar 
negativno vpliva na telomere (Shalev in sod., 2013). 
 
Vedno več je primerov depresije in tesnobe pri posameznikih, kar postaja druţbeni problem. 
Tudi to je povezano s spremembami v ohranjanju telomer. Ena od moţnih razlag je, da 
obstaja povezava med dotičnimi duševnimi boleznimi in pospešenim biološkim staranjem. Od 
desetih študij, ki so potekale na to temo, so v šestih opazili nezanemarljivo povezavo med 
krajšimi telomerami v levkocitih in pojavom depresije pri posameznikih. Vendar pa zaenkrat 
ni ugotovljene nobene povezave med sprecifičnimi psihološkimi motnjami in krajšimi 
telomerami v levkocitih, saj je slednji pojav opaţen pri več različnih psiholoških motnjah. 
Predvidevajo, da je večja povezava med otroškimi travmami in nasiljem v zgodnjem otroštvu 
in krajšimi telomernimi dolţinami, to pa se lahko kasneje prenese na kasnejše ţivljenje 
posameznikov in na pojav psihičnih motenj. Druga moţnost pa je, da je krajšanje telomer 
lahko povezano tudi s patofiziološkimi procesi. Predvidevajo, da lahko psihološka stanja 
izhajajo tudi iz povečanega oksidativnega stresa in kroničnih vnetij, za kar je ţe znano, da 
obstaja povezava s krajšanjem telomer v levkocitih (Shalev in sod., 2013). 
 
 
Slika 2: Shematski prikaz ţivljenjskih vplivov na telomerno dolţino (biološko/celično starost). Vodoravne 
puščice na vrhu in na dnu prikazujejo napredovanje biološkega staranja paralelno kronološkemu staranju. 
Kvadrati in puščice na sredini slike prikazujejo izpostavljenost stresu na različnih točkah v ţivljenju (pred 
rojstvom, otroštvo, odraslo dobo in starostno obdobje), ki pripomorejo k pospešenemu biološkemu staranju. 
Dvojne puščice za odrasle mentalne motnje in bolezni povezane s staranjem prikazujejo obojesmerne vplive med 
mentalnim in fizičnim zdravjem in celičnim staranjem. Puščica, ki kaţe navzdol na vrhu slike, prikazuje 
pozitiven vpliv zdravega ţivljenjskega sloga na škodljive vplive izpostavljenosti stresu na biološko staranje 
(Shalev in sod., 2013) 
5.3 VPLIV OKOLJA NA DOLŢINO TELOMER 
Zdravstvene razlike posameznikov ali skupnosti ljudi se pojavljajo tudi glede na okolje in 
dejavnike v tem okolju, kjer so posamezniki stacionirani. Stresni dejavniki, ki se pojavijo v 
določenem okolju lahko vplivajo na dolţino telomer in posledično na hitrejše ali počasnejše 
staranje organizma (Ellaway in sod., 2019). 
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Do danes je potekalo le nekaj študij na temo vpliva okoljskih stresnih vplivov na 
posameznike, ki v tem okoljuu ţivijo in delujejo. V Zdruţenih drţavah Amerike so rezultati 
teh študij pokazali, da obstaja povezava med  dolţino telomer negativnimi okoljskimi 
dejavniki. Stalna prisotnost mnoţičnega prometa in s tem povezana glasnost okolja je 
negativno vplivala na dolţino telomer pri analiziranih osebah, prav tako tudi vandalizem in 
konstanten strah pred kriminalom. Ljudje, ki ţivijo v slabše urejenih in revnejših predelih so 
bolj izpostavljeni stresnim parametrom in posledično je v teh skupnostih prisoten večji pojav 
krajših telomer pri posameznikih. Stres se pri posameznikih v teh skupnostih akumulira in 
lahko posledično privede do resnejših zdravstvenih teţav, ki so tudi povezane s hitrejšim 
staranjem. Daljša izpostavljenost v stresnih okoljih privede do kronične aktivacije HPA (ang. 
Hypotalamic-pituitary-adernal axis), ki ima centralno vlogo uravnavanja homeostatskih 
procesov v telesu (metabolni sistem, kardiovaskularni sistem itd.), kar privede do krajšanja 
telomer. Poleg krajšanja telomerne dolţine, se lahko pojavi tudi nezdravo vedenje, kot je 
uţivanje nezdrave prehrane, prekomernega pitja alkohola in kajenja, kot posledica 
izpostavljenosti kroničnemu stresu (Ellaway in sod., 2019).  
 
Okoljski dejavniki, kot je npr. kronični stres,  so povezani s krajšanjem dolţine telomer, 
predhodnim staranjem in krajšo ţivljenjsko dobo. Vendar so ti dejavniki spremenljivi in s tem 
je mogoče zmanjšati negativne vplive na posameznike in skupnosti, ki v tem okolju ţivijo, 
hkrati pa s tem lahko pripomoremo k izboljšanju zdravja ljudi in zmanjšanju hitrosti staranja 
posameznikov v kritičnih območjih (Ellaway in sod., 2019). 
6 FAKTORJI, KI ZAVIRAJO KRAJŠANJE TELOMER 
Pojav senescence in posledično staranje sta dejavnika tveganja, ki pripomoreta k razvoju 
kardiovaskularnih in drugih bolezni v organizmu. V celičnih kulturah in vitro senescenci 
običajno sledijo določene spremembe celičnih kultur (fenotipske, morfološke spremembe, 
spremembe izraţanja genov in funkcionalnosti).  
 
Po teoriji o prostih radikalih so prosti kisikovi radikali (ROS) potencialni faktorji, ki 
pripomorejo k napredovanju senescence. Posledica večje akumulacije ROS je oksidativni 
stres. Slednji vpliva na krajšanje telomer z inaktivacijo kinaz Src, katere imajo glavno vlogo v 
celični rasti, delitvi, migraciji celic in v preţivetvenih signalnih poteh (Roskoski, 2015). 
Mehanizem staranja, katerega vplivi niso zanemarljivi, je akumulacija mitohondrijskih DNA 
(mtDNA) fragmentov v jedrski DNA (nDNA). V procesu staranja pride v tkivih sesalcev do 
delecij v mtDNA, posledica tega pa je pomanjkanje genov, ki so pomembni v procesu 
elektronske transportne verige ali mitohondrijskih ribosomskih podenot. A vseeno ne pride do 
nefunkcionalnosti v produkciji ATP v mitohondrijih, saj bi morala biti za pojav le-te mutirana 
večina kopij mtDNA (Barja, 2019). Prosti radikali povzročajo enoveriţne zlome. Vendar so 
dvoveriţni zlomi najbolj toksični med poškodbami DNA. Ko pride do teh zlomov, pride do 
delecij v mtDNA in do pospešenega procesa staranja. Tovrstne poškodbe se inducirajo zaradi 
ionizirane radiacije ali ROS (Barja, 2019). Telomerni konci DNA so za razliko od preostale 
DNA bolj občutljivi na oksidacijo. V primerjavi z ostalo genomsko DNA, ima telomerna 
DNA slabše popravljalne sisteme, ki omogočajo regenracijo po teh poškodbah (Freitas-
Simoes in sod., 2016). 
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Slika 3 Vstavitev mtDNA fragmentov v jedrno DNA. Poveča se s starostjo in zmanjša s terapijami z 
rapamicinom. MitROSp na kompleksu 1 (Cx 1) generira oksidirane baze in dvojnoveriţne zlome na mtDNA, kar 
poveča delecije in mtDNA fragmente. Ti fragmenti uidejo iz mitohondrija v citosol in vstopijo v jedro, kjer se 
vstavijo v jedrno DNA večinoma na pericentrometričnem (PCEN) mestu. Nekateri od teh fragmentov izstopijo iz 
PCEN in se razširijo preko celotne kromosomske dolţine. Količina mtDNA fragmentov se s starostjo povečuje v 
nDNA v kvasovkah in mišjih in podganjih tkivih, povečuje kronološko staranje v kvasovkah, in lahko povzroči 
staranje in smrt preko kromosomske reorganizacije kot je npr. anevploidija (nastane zaradi kromosomske de-
segregacije), genetsko nestabilnost in raka. Čeprav je mitROSp glavni efektor staranja, je končni efekt tega 
procesa ireverzibilna poškodba jedrskega genetskega materiala. Kratkoročno zdravljenje z rapamicinom 
(zdravilo, ki podaljšuje ţivljenjsko dobo) v miših, ki so ţe v srednjih letih, je popolnoma zmanjšala količine 
mitROSp in mtDNA fragmente v jedrni DNA in koncentracijo vrnila na nivoje, ki so prisotni v prvih letih 
ţivljenja (Barja, 2019). 
6.1 DUŠIKOV OKSID KOT INHIBITOR POJAVA OKSIDATIVNEGA STRESA 
Staranje ni povezano samo z nepravilnim delovanjem endotelija, ključnimi patogenimi 
faktorji in progresijo arterosklerozne bolezni. Staranje hkrati tudi ovira proces angiogeneze 
(proces rasti novih krvnih ţil), kar posledično dokazuje, da je staranje pomemben dejavnik, ki 
vpliva na funkcionalnost endotelnih celic. Homocistein pospešuje razvoj senescence v 
endotelnih celicah in vitro, kar kaţe na povezavo med senescenco in pojavom ateroskleroze 
(Vasa in sod., 2000).  
 
Dušikov oksid (ang. NO – nitric oxide) se sintetizira iz L-arginina, proces pa poteka preko 
encima dušikove oksidaze (ang. NO synthase). NO za sintezo kot substrat uporabi L-arginin. 
Sekundarni produkt sinteze NO je L-citrulin. Obratno pa se L-arginin proizvaja iz L-citrulina 
v endotelnih celicah (reciklirna pot). Na ta način je omogočeno ustrezno ohranjanje nivoja L-
arganina, ki ga posledično NOS pretvori v NO (Vasa in sod., 2000).  
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NOS je encim, ki obstaja v treh različnih oblikah (Rosselli in sod., 1998):  
1.) Moţganska NOS (bNOS) ali nevralna NOS (nNOS/NOS1)  
2.) Endotelna NOS (eNOS ali NOS3) ali konstitutivna NOS (cNOS) 
3.) iNOS ali NOS2 je inducibilna oblika, ki se izraţa samo kot odgovor na vnetne 
citokine in lipopolisaharide (LPS). 
 
NO, ki ga producira eNOS v ţilnem endoteliju, ima pomembno vlogo v regulaciji ţilnega 
tonusa, pri celični proliferaciji, preprečuje agregacijo krvnih ploščic, preprečuje adhezijo 
nevtrofilcev in krvnih ploščic, regulira programirano celično smrt (apoptozo) in vzdrţuje 
vlogo endotelno celično pregrado (Rosselli in sod., 1998). Zaradi teh lastnosti se pojavljajo 
predvidevanja, da NO z iskanjem in izločevanjem ROS vpliva na zniţevanje oksidativnega 
stresa v organizmu in ima pomemben vpliv na inhibicijo pojava senscence. Bioviabilnost 
dušikovega oksida (NO), ki predstavlja mehanizem za preprečevanje nastanka ateroskleroze, s 
staranjem začne upadati. Dušikov oksid je molekula, katere celotne slike funkcionalnosti 
zaenkrat še ne poznamo. Vemo pa, da ščiti organizem pred iniciacijo in napredovanjem 
ateroskleroze (Vasa in sod., 2000).  
 
Rezultati nedavnih raziskav kaţejo, da obstaja tesna povezava med reducirano telomerazno 
aktivnostjo in senescenco v kulturah endotelijskih celic (EC) . Rezultati so sorazmerni z 
opaţanji velike ekspresije telomeraz in hkrati redukcijo pojava senescence. Še vedno pa ni 
popolnoma jasna funkcija endogenih telomeraz v somatskih celicah (Vasa in sod., 2000).  
 
Pomembno pa je tudi opaţanje o delovanju eksogenega NO na kulture EC in pojav 
senescence. Namreč, na podlagi rezultatov predvidevajo, da krajšanje telomer ni povezano 
samo s številom delitev celic, kot je bilo znano do sedaj. Hkrati je lahko krajšanje v celicah 
uravnavano. NO se vključi v telomerazno aktivnost in posledično inhibira krajšanje telomer. 
Prav tako lahko reagira s prostimi radikali, ki se proizvajajo preko delovanja različnih tkiv, 
kar posledično privede do zmanjšanja oksidativnega stresa. Lahko pa tudi direktno pozitivno 
uravnava telomerazno aktivnost preko trakskripcijskih in/ali posttranskripcijskih 
mehanizmov. Demonstracija učinkov NO na telomerazno aktivnost in zaviranje senescence 
endotelijskih celic kaţe na novo zaščitno funkcijo endoteljnega NO (Vasa in sod., 2000). 
 
Integriteta funkcij EC, ki vključuje tudi zmoţnost celične proliferacije in migracije, je ključna 
za optimalno angiogenezo v organizmu. Posledično s pojavom senescence oz. redukcije 
njihove proliferacijske zmoţnosti pride do delovanja angiogeneze, ki je povezana z 
napredovanjem procesa staranja. Hkrati pa s staranjem endotelijskih celic, le-te izraţajo 
adhezivne molekule, kar privede do adhezije nevtrofilcev in vnetnih reakcij v organizmu. To 
lahko vodi do pojava vnetnih procesov, kar še dodatno pozitivno prispeva k razvoju 
ateroskleroznih bolezni (Vasa in sod., 2000). 
 
S študijami so dokazali pomembno vlogo NO v  procesu angiogeneze in pri zaščiti pred 
arterosklerozo. Ţal pa je tudi proces nastajajanja NO v endotelnem tkivu, s časom in 
staranjem organizma vedno bolj oviran in ob zmanjšanju koncentracije te molekule pride do 
pojava senescence v celicah (Vasa in sod., 2000).  
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6.2 MODIFICIRANO PODALJŠEVANJE TELOMER 
Krajšanje telomer v kromosomih je ključni faktor za progresivno staranje organizma. Kaj bi 
se zgodilo, če bi lahko našli način, ki bi zaustavil ta proces oz. zavrtel kazalce ure v drugo 
smer, tako da bi vzpostavili proces podaljševanja telomernih koncev?  
 
Ko se telomere skrajšajo na določeno dolţino, se aktivira gen, ki zavira nastanek tumorjev 
p53 in DNA popravljana pot. Nivoja transkripcijskega regulatorja PPARγ in koaktivatorja l-α 
in l-β (PGCl-α in β) sta zmanjšana , kar vodi v nepravilno delovanje mitohondrijev, fuzije 
kromosomov (kar lahko vodi v maligno stanje celice) in celice vstopijo v apoptozo ali 
senescenco. Genetske mutacije na mestih za TERT in drugih genih, ki sodelujejo pri 
vzdrţevanju telomerne dolţine vodijo v bolezenska stanja, kot so aplastična anemija in 
kongenitalna diskeratoza. Pred kratkim je bilo tudi dokazano, da je krajšanje telomer osnova 
za progresivno delovanje DMD (angl. Duchenne Muscular Dystrophy) (Ramunas in sod., 
2015). 
 
Načini, ki bi omogočali varno podaljševanje telomer, bi se izkazali kot izredno koristni v 
tkivnem inţenirstvu. Povečevali bi skupno število celic, ki bi ga posledično dosegli v kulturi. 
Potreba po teh tehnikah je podkrepljena še posebej zato, ker kratke telomere destabilizirajo 
diferenciacijo matičnih celic in inhibirajo reprogramiranje preko aktivacije p53. Poleg tega 
kratke telomere tudi omejujejo kapaciteto replikacij, kar je esencialno pri celičnih terapijah, 
pri katerih uporabljajo transplantirane hematopoetične matične celice, inducirane 
pluripotentne matične celice (iPSC) in srčne progenitorne celice (Ramunas in sod., 2015). 
 
Iz študij (Webster in Blau, 1990; Sacco in sod., 2010) so tudi ugotovili, da so bili mioblasti 
(progenitorne celice), ki so bili odvzeti najstniškemu pacientu z DMD, in matične celice iz 
mišjega modela z DMD, omejeni v regenerativni kapaciteti. Prišlo je tudi do pojava 
predhodne senescence, pri kateri je le po nekaj delitvah celična kultura vstopila v replikativno 
senescenco. To je navadno zelo atipično za tovrstne celične kulture (Ramunas in sod., 2015).  
  
iPSC telomere so krajše v primerjavi z embrionalnimi matičnimi celicami. Hkrati se v 
omenjenih celičnih linijah, ki so bile odvzete pacientom z z bolezenskim stanjem, pri katerih 
je vzdrţevanje telomer prizadeto, pojavita tudi reducirana samoobnova in ţivljenjska doba.  
 
V celičnih terapijah je eden najpomembnejših faktorjev za uspešnost procesa preprečevanje 
nastanka nesmrtnih celičnih linij. Trenutno je zaradi omenjenega rizika bolj gotova in varna 
uporaba začasne reaktivacije telomerazne aktivnosti. Še posebej, če telomeraze uspejo 
podaljšati telomere v taki  meri, da nadaljne terapije niso potrebne. Trenutno metode 
podaljševanja telomer vključujejo (Ramunas in sod., 2015): 
 Virusno vključevanje podenote TERT, ki je pod kontrolo inducibilnega promotorja, 
 vključevanje TERT s pomočjo vektorjev na adenovirusih in virusih, ki so asociirani z 
adenovirusi, 
 Malimi molekulskimi aktivatorji telomeraz. 
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6.2.1 Tretiranje celičnih kultur in metode 
Raziskovalci z Univerze Stanford, so v študiji predstavili podaljševanje telomer, kot način, s 
katerim bi lahko zdravili bolezni, hkrati pa tudi nove smernice in načine, ki bi pripomogli k 
novostim v tkivnem inţenirstvu. Glavni del raziskave je modificirana mRNA, ki kodira zapis 
za TERT. 
 
MRNA so transficirali v primarni humani fibroblast in mioblast, saj so te celice znane po 
omejeni proliferativni kapaciteti. Uporabili so humane primarne fetalne pljučne fibroblaste 
MRC5. Fibroblasti so bili v tem stadiju v 14. pasaţi. 
 
Humani primarni mišični (skeletni) mioblasti so bili gojeni in transficirani z modificirano 
TERT mRNA. 
 
Dodatna celična linija v tej študiji pa so bile tudi GM847 transformirane humane celice, ki 
izvirajo iz osebka z Lesch-Nyhan sindromom.  
 
Po tretiranju so preverjali telomerazno aktivnost in merili doţine telomer. Za merjenje dolţine 
telomer pa so uporabili qPCR. Sledilo je obarvanje β-galaktozidaze, ki je povezana s pojavom 
senescence.  
 
Generirali so modificirane mRNA kodirane GFP, TERT in katalitično inaktiviran (CI) TERT. 
Divjemu tipu humanega TERT bralnega okvirja (identičen NCBI humani TERT 
transkripcijski variaciji1) so zamenjali neutišano mutacijo na mestu 516 v QFP motivu TERT 
(ta motiv je povezan z multimerizacijo in interakcijo TERT s TERC RNA) z mutacijo 
G516D, da bi se izognili moţnim posledicam mutacije. Mutanta CI TERT je bila narejena iz 
sekvence TERT z vstavitvijo mutacije D712A. Mutacija na mestu za reverzno transkriptazo 
CI TERT je vodila v inhibicijo funkcije, ki omogoča dodajanje nukleotidov na telomerne 
konce, čeprav je ostala strukturno nespremenjena (Ramunas in sod., 2015).  
 
Rezultati so pokazali nadaljno krajšanje telomer v fibroblastih, ki niso bili tretirani s TERT 
mRNA, prav tako ni imelo učinka tretiranje s CI TERT. Pri tretiranih fibroblastih in 
mioblastih pa so ugotovili, da se je dolţina telomernih koncev povečala za 12–22% (Ramunas 
in sod., 2015). 
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Slika 4  Analiza telomerne dolţine v tretiranih fibroblastih s TERT mRNA. Slika predstavlja metafazo pri kateri 
rumen signal predstavlja signal telomerne sonde in modra predstavlja DAPI. Telomerna dolţina za vsako 
populacijo je prikazana kot frekvenčna porazdelitev intenzitete telomernega signala. Mediane intenzitete 
telomernih signalov so prikazane kot vertikalne črtkane črte. Puščica kaţe del bimodialne distribucije, ki pripada 
krajšim telomeram (Ramunas in sod., 2015).  
7 ZAKLJUČEK 
Telomerna dolţina, njeno ohranjanje in obnavljanje je tematika preteklosti, sedanjosti in 
prihodnosti. Na tem področju je odprtih še veliko nerazrešenih vprašanj in dilem, hkrati pa je 
odprtega še veliko prostora za raziskave o regeneriranju tega dela našega genoma, ki nam bo 
potencialno v prihodnosti omogočal modifikacije, ki bodo vodile v podaljšanje ţivljenske 
dobe. Prav tako so telomeraze tesno povezane s pojavom bolezni, ki so povezane s staranjem 
organizma, za katere trenutno še ne poznamo ustreznega zdravljenja. Tehnologija, ki bi 
uspešno posegla v ta spekter organizma, bi naredila velik korak v znanosti tudi na področju 
bolezni, tako fizičnih kot tudi psihičnih (ki trenutno predstavljajo zelo velik druţbeni 
problem). Velik potencial kaţejo modifikacije celičnih linij z modificirano TERT mRNA. Ţe 
podaljšanje telomer za nekaj procentov  bi za organizem potencialno lahko pomenilo nekaj 
dodanih let. Trenutno pa največja pomoč in terapija na tem področju izhaja iz nas samih in 
našega ţivljenjskega sloga. Če ţivimo relativno zdravo ţivljenje in odstranimo čim več 
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kritičnih faktorjev, ki lahko slabo vplivajo na naše telo in posledično preslikajo to na celično 
delovanje in krajšanje telomer, lahko sami po svoji moči večamo kvaliteto lastnega ţivljenja 
in potencialno podaljšujemo svoj čas. 
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